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FLUORESCENT. 

L'invention concerne un support d'analyse comportant 
une plurality d'oligonucleotides fixes sur ce support, carac- 
terise en ce que chacun desdits oligonucleotides est mar- 
que par un compose fluorescent qui presente une variation 
de fluorescence lors de Thybridation de chaque oligonucleo- 
tide marquS avec un oligonucleotide complementaire. 

Un tel support permet d'effectuer une analyse de cibles 
biologiques en mesurant la variation de fluorescence pour 
determiner I'hybridation des cibles avec les oligonucleotides 
du support. 
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ANALYSE DE CIBLES BIOLOGIQUES UTILISANT UNE BIOPUCE 
COMPORTANT UN MARQUEUR FLUORESCENT. 



DESCRIPTION 



5 Domaine technique 

La presente invention a pour objet un 
suocort d" analyse ou « biopuce » destine » U 
agination de cibles biolo^ues d U type *DN ou M* 
Ce support d' analyse trouve des 
a0 applications dans de norcbreu* defines, en particulier 
en biolo.ie pour 1. se q uen ? a 9 e des g eno„es, la 
recherche des stations, le developpeuent de nouveaux 
medicaments, etc. 

Etat de 1« technique ant£rieure 

un support d< analyse de oe type oomprend 
une pluralite de sondes ol ^nucleotides 
suseeptibles de donner lieu a une hybridation avec les 
ci bles biolo giq ues a analyser. V hybridation corre P»d 
. ..apparie.ent des brins-cibles aveo les brms d «■ 
co.ple.entaires disposes sur le support. Pour 
d eter„,iner la nature des cibles, il est done necessarre 
de pouvoir situer ,uels sont les sites 
d onc les oli 9 onucleotides ,ui out donne Ireu a une 
hybridation. 



20 
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Le document Medecine/Sciences, vol. 13, 
n°ll, 1997, pp. 1317-1324 [1] decrit des supports 
d' analyse de ce type. 

Habituellement on determine 1' hybridation 
des cibles biologiques sur le support a l'aide d' un 
marqueur fluorescent qui est associe aux cibles 
biologiques, apres extraction des zones interessantes 
(lyse et amplification eventuelle) . 

Apres mise en contact des cibles marquees 
avec le support d' analyse comportant les oligosondes, 
on determine les sites oil a eu lieu 1' hybridation en 
realisant une excitation de 1' ensemble des marqueurs 
f luorescents, suivie d' une lecture des sites pour 
detecter la lumiere de fluorescence reemise par les 
marqueurs, Les sites pour lesquels une lumiere de 
fluorescence est detectee sont ceux qui ont fixe des 
molecules-cibles . Des systemes de lecture adaptes a 
diverses biopuces sont decrits par exemple dans 
US-A-5 578 832 [2] et US-A-5 646 411 [3] • 

Cette technique presente 1' inconvenient de 
necessiter le marquage de la cible biologique avant sa 
mise en contact avec le support d' analyse, ce qui pose 
certains problemes pratiques en ce qui concerne la 
quantification et/ou le rendement du marquage et le 
delai pour l'effectuer. De plus, le marquage a une 
etape donnee fige la situation et empeche de realiser 
par la suite des mesures dynamiques capables de suivre 
une reaction d' hybridation . 

On peut aussi noter que la fabrication des 
supports d' analyse ou « biopuces » est realisee par 
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differentes methodes qui toutes posent le probleme du 
controle final de la qualite des supports obtenus. 

En effet, la quant ite de sondes deposees 
sur le support, les sites du support ou plots, ou dans 
des cavites prevues dans ce support, pose le probleme 
du controle effectif de la presence des oligosondes. 
Aucune methode n'existe a ce jour pour quantifier et 
localiser avec precision les oligosondes deposees ou 
construites in situ sur un support d' analyse realise 
par exemple en silicium, en verre ou en matiere 
plastique, par exemple en nylon. 



Expose de 1 ' invention 

La presente invention a precisement pour 
objet un support d' analyse, ou biopuce, qui permet 
15 d' assurer dans de meilleures conditions le controle 
prealable de fabrication, et de faciliter ensuite et 
rendre plus sensible la determination des sites du 
support sur lesquels s'est produit une hybridation. 

Selon 1' invention, le support d' analyse 
20 comporte une pluralite d' oligonucleotides fixes sur ce 
support, et il se caracterise en ce que chacun desdits 
oligonucleotides est marque par un compose fluorescent 
qui presente une variation de fluorescence lors de 
1' hybridation de chaque oligonucleotide marque avec un 
25 oligonucleotide complementaire . 

La variation de fluorescence du compose 
peut consister en une variation de 1' intensite de 
fluorescence, une variation de la constante de temps de 
la fluorescence, ou un decalage spectral en longueur 
30 d'onde de la fluorescence. 
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Avec un tel support d' analyse, il n' est 
plus necessaire de marquer les cibles a analyser, car 
la localisation des sites d' hybridation peut etre 
detectee en verifiant la variation de fluorescence 
5 obtenue lors de 1' hybridation sur les sites 
d' oligonucleotides concernes. 

Selon 1' invention, on utilise de preference 
un compose fluorescent presentant une intensite de 
fluorescence attenuee par 1' hybridation. De preference, 
10 cette attenuation represente 30 a 99 % de 1' intensite 
de fluorescence avant 1' hybridation . 

Des composes fluorescents presentant ces 
caracteristiques peuvent etre constitues par exemple 
par la flavine, la deazaflavine et leurs derives. De 
15 tels composes peuvent etre fixes sur des 
oligonucleotides par 1' intermediaire d'un bras 
espaceur, par exemple de type — (CH 2 ) n — > P our donner 
des conjugues flavine (deazaflavine) -oligonucleotide . 
Une synthese de conjugues de ce type est decrite 
20 par C. Frier et al dans J. Org. Chem., 62, 1997, 
pages 3520-3528 [4] . 

Cette synthese consiste a fixer un derive 
de flavine sur 1' oligonucleotide par une methode de 
couplage phosphoramidite ou H-phosphonate en partant 
25 d'un derive de formule : 
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avec n etant un nombre entier de 2 a 8, par exemple 6. 

La strategie de synthese permet 
d'introduire le groupe flavinigue, y compris dans des 
precedes de synthese oligonucleotidiques automatises. 
On peut aussi utiliser cette synthese pour la 
fabrication de conjugues oligonucleotides- 

deazaf lavines . 

Ainsi, 1' oligonucleotide est marque par un 

groupe de formule -(CH^-R 1 dans laquelle n est un 

■it j_ o a, q z»t r 1 represente un 

nombre entier allant de 2 a 8, et k r« F 

groupe repondant a l'une des formules suivantes : 
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(HI) 



L' utilisation de la flavine, de la 
deazaflavine ou de leurs derives comme compose 
fluorescent dans 1' invention est particulierement 

5 interessante. 

En effet, les flavines sont des molecules 
douees d'une intense fluorescence jaune-vert, tres 
caracteristique. Le spectre d' excitation de 
fluorescence est identique au spectre d' absorption de 
10 lumiere visible, avec 2 maxima a 374 et 446 nanometres, 
et leur spectre d' emission de fluorescence consiste en 
une bande large avec un maximum vers 520 nanometres. 
Les deazaflavines absorbent vers 320 et 396 nanometres 
et presentent des intensites de fluorescence (emission 
15 a 452 nanometres) plus importantes que les flavines. 

Selon 1' invention, on a decouvert que 
l'accrochage de la flavine a un oligonucleotide ne 
modifiait pas signif icativement ces proprietes de 
fluorescence en milieu aqueux, les maxima d' excitation 
20 et d' emission ainsi que les intensites etant les memes 
pour la flavine libre et pour le conjugue 
oligonucleotide-f lavine . 
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D' autre part, jusqu'a une concentration de 
100 umol.lf 1 en conjugue, il y a une excellente 
linearite entre l'intensite de fluorescence et la 
concentration. 

5 II faut toutefois noter un effet de sel sur 

l'intensite de fluorescence, c' est-a-dire le fait que 
des concentrations croissantes de NaCl ont un effet 
croissant d' extinction « quenching » de la fluorescence 
des flavines. II en est de meme avec les conjugues. 
10 Ceci doit etre note car 1' hybridation necessite des 
concentrations en NaCl de 0,1 a 1 M pour favoriser la 
formation de duplex (association d' un oligonucleotide 
avec son oligonucleotide complement aire) . 

Selon 1' invention, on a decouvert que 
15 lorsqu'un conjugue oligonucleotide-f lavine est incube 
avec un equivalent de sa cible oligonucleotidique 
complement aire, il y a disparition de 90 a 100 % de la 
fluorescence specif ique de la f lavine. 

On a tire profit de cet effet dans 
20 1' invention pour faciliter la lecture des sites 
d' hybridation sur des biopuces . 

Aussi 1' invention a egalement pour objet un 
precede d' analyse de cibles biologiques par mise en 
contact de ces cibles avec un support d' analyse 
25 comportant une pluralite d' oligonucleotides, et 
determination d'une (des) hybridation (s) entre les 
cibles et les oligonucleotides du support, caracterise 
en ce que chacun des oligonucleotides du support est 
marque par un compose fluorescent qui presente une 
30 variation de fluorescence lors de 1' hybridation de 
1' oligonucleotide marque avec 1' oligonucleotide 
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complementaire, et en ce que l'on determine les 
oligonucleotides du support ayant donne lieu a une 
hybridation par mesure de la fluorescence correspondant 
a chaque oligonucleotide du support avant et apres la 
raise en contact du support avec les cibles. 

Dans ce procede, on utilise done le support 
d' analyse de 1' invention presentant les 

caracteristiques decrites precedemment . 

Selon une variante de ce procede, on marque 
de plus les cibles par un second compose fluorescent 
dont la longueur d' onde d' emission est differente de 
celle du compose fluorescent des oligonucleotides, ou 
premier compose fluorescent, et l'on controle les 
oligonucleotides ayant donne lieu a une variation de 
fluorescence par mesure de la fluorescence de ce second 
compose . 

Dans ce cas, le compose fluorescent des 
oligonucleotides du support, ou premier compose 
fluorescent, est choisi parmi la flavine, la 
deazaflavine et leurs derives, et le second compose 
fluorescent est choisi parmi des fluorophores stables 
utilises sur des puces a ADN et emettant 
pref erentiellement dans le visible (Rhodamine, CY 3 , CY 5 
etc.), par exemple decales vers le rouge par rapport a 
la flavine. 

Avec le support d' analyse de 1' invention 
dont les oligonucleotides sont marques par un compose 
fluorescent, on peut de plus operer un controle de la 
qualite du support. 

Aussi 1' invention a encore pour objet un 
procede de controle d'un support d' analyse comportant 
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u „e plurality d" oligonucleotides fixes sur ce support, 
caracterise an ce que les oligonucleotides fixes sont 
des oligonucleotides .argues par un compose fluorescent 
et en ce que 1'on localise et determine la guantite 
d' oligonucleotides fixes sur le support par mesure de 
la fluorescence du compose fluorescent. 

D'autres caracteristigues et avantages de 
1- invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a trtre 
illustratif et non limitatif. en reference aux dessrns 



annexes . 



15 



20 



25 



Breve description des des sins 

La figure 1 est une courbe illustrant 
revolution de 1' inten.lt* de fluorescence du con^ugue 
Tll -deazaflavine en fonction du nombre d' equivalents de 

la cible poly A (SEQ ID NO : 1) . 

La figure 2 est une courbe illustrant 
revolution de 1' inten.it* de fluorescence du con^ugue 
Tu-flavine en fonction du nombre d< equivalents de 

cibles poly A (SEQ ID NO : 1) . 

La figure 3 represente les spectres de 
fluorescence obtenus par hybridation du conjugue 
SEQ ID NO : 12-flavine avec 1' oligonucleot.de 
complemented (SEQ ID NO : 13) pour des additions 
croissantes d' equivalents de la sequence 

complementaire. 

La figure 4 illustre revolution du rapport 

d'intensites de fluorescence en fonction de la 
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concentration [Q] en compose fluorescent dans le cas 
d'une extinction dynamique. 

La figure 5 represente 1' evolution du 
rapport d' intensites de fluorescence I 0 /I en fonction 
de la concentration [Q] en compose fluorescent dans le 
cas d'une extinction statique. 

La figure 6 illustre 1' evolution du rapport 
I 0 /I en fonction de la concentration [Q] en compose 
fluorescent dans le cas d'une action combinee 
d' extinction statique et dynamique. 

La figure 7 est une courbe illustrant 
1' evolution I 0 /I en fonction de la concentration [Q] en 
flavine dans le cas des spectres representees sur la 
figure 3. 

La figure 8 est une courbe representant 
1' evolution de la constante apparente K app en fonction 
de la concentration [Q] en flavine dans le cas des 
spectres de la figure 3. 

Expose detaille des modes de realisation 

Dans les exemples qui suivent, on utilise 
les oligonucleotides suivants : 

Cible T u (SEQ ID NO : 1) : 

5 ! ctcatcgtgt aaaaaaaaaa aggcagtact ggaagggcta attct V 

Cible T 16 (SEQ ID NO : 2) : 

5' ctcatcgtga attctaaaaa aaaaaaaaaa agctagcggc agtac 3' 
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Oligonucleotide complementaire de SEQ ID NO 
(SEQ ID NO : 3) : 

3' gagtagcaca tttttttttt tccgtcatga ccttcccgat taaga !> 

Oligonucleotide complementaire de SEQ ID NO 
(SEQ ID NO : 4) . 

3' gagtagcact taagattttt t tt t tttttt tcgatcgccg tcatg 5 



Oligonucleotide HIV (SEQ ID NO : 5) : 

5* -ttttc mc ttttg gggggt-3' 



15 Double brin de cible HIV (SEQ ID NO : 6 et 7) . 

5' cagtcccccc ttttctttta aaaagtggct aagatctac 3' ( seqidno:6) 
3'gtcagggggg aaaagaaaat ttttcaccga ttctagatg 5' (seqidno:?) 

20 

Exemple 1 : 

Dans cet exemple, on prepare les con j agues 
flavine-oligonucleotide T n et f lavine-oligonucletide 
25 T 16 en suivant le mode operatoire decrit dans le 
document [4] en utilisant le derive de flavine Fl de 
formule (I) avec n = 6. On obtient ainsi le con j ague 
(SEQ ID NO : 8) de formule : 

0 

F1(CH 2 ) 6— O— P— O— tttttttttt t 
I 

0 

35 
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On prepare de la meme facon un conjugue 
flavine-Ti 6 (SEQ ID NO : 9) de formule : 

0 
II 

F1(CH 2 )6— O— P— -0 — tttttttttt tttttt 
I 

0" 

On prepare enfin le conjugue HIV-flavine en 
utilisant le derive de flavine de formule (I) avec 
n = 6. 

(SEQ ID NO : 10) de formule : 



F1 (C h 2 ) s—o— P— o— tttt me cttttg gggggt 



On prepare de la meme facon le conjugue T n - 
deazaflavine DF1 (SEQ ID NO : 11) de formule : 



DF1(CH 2 ) (r-O— P— ^ O— tttttttttt 



Exemple 2 : 



Dans cet exemple, on etudie 1' influence de 
la presence d'un autre oligonucleotide sur 1' emission 
de fluorescence du conjugue Tn-flavine (SEQ ID NO : 8) . 
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Dans ce but, on met en presence 0,1 a 
10 umol.L" 1 du conjugue T„-fl.vine avec 1 equivalent de 
V oligonucleotide (SEQ ID NO : D , dans un tampon Tns- 
HC1 10 MM, P H 7,0 avec 0,1 mM-lMNaCl . 
5 On realise 1' excitation a 460 nanometres et 

on mesure 1'emission de fluorescence autour de 

S40 nanometres. 

Dans ces conditions, 1' emission de 
fluorescence ne represente plus que 5 % de 1'emission 
10 nesuree sur le conjugue T u -flavine seul . 

On recommence cette operation en presence 
de 1' oligonucleotide (SEQ ID NO: 3), C est-a-dire 
1< oligonucleotide complementaire de SEQ ID NO : 1. Dans 
ces conditions, 1'emission de fluorescence represente 
15 98 % de 1'emission de fluorescence du conjugue 
Tll -flavine. La presence de cet oligonucleotide n'a done 
pas eu d' influence sur 1'emission de fluorescence du 

conjugue Tu-flavine. 

Si l'on recommence cette operation en 
20 ajoutant 1 equivalent de r oligonucleotide 
SEQ ID NO : 1 et 1 equivalent de 1' oligonucleotide 
SEQ ID NO : 3, dans les conditions ou le duplex ne 
peut pas se former, remission de fluorescence 
represente 6 % de remission de fluorescence du 

25 conjugue seul. 

Ainsi, il est clair que la presence de la 
ciole complementaire (SEQ ID NO : 1) , de r oligonucleo- 
tide T„ conduit a une disparition de 90 a 100 % de la 
fluorescence specif ique de la flavine. 

30 
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Exemple 3 : 

On effectue les meraes experiences sur le 
conjugue T16-flavine (SEQ ID NO : 9), soit en presence 
de la cible T 16 (SEQ ID NO : 2), soit en presence de 
5 1' oligonucleotide (SEQ ID NO : 4), complementaire de 
(SEQ ID NO : 2), soit en presence du melange des deux 
oligonucleotides SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 4, dans 
les conditions ou le duplex ne peut pas se former. 

On obtient les resultats suivants : 

10 



Oligonucleotides 


Emission a 540 nm 


Ti6-flavine (SEQ ID NO : 9), 
avec sa cible (SEQ ID NO : 2), 


100 % 
2 % 


avec l'oligonucleotide (SEQ ID NO : 4), 
complementaire de la cible, 


91 % 


avec SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 4, 
(conditions ou le duplex ne se forme pas) 


4% 



Ainsi, comme dans'le cas de l'exemple 2, la 
presence de la cible (SEQ ID NO : 2) de 
l'oligonucleotide T 16 conduit a une extinction de 
15 fluorescence de la flavine en raison de 1 ' hybridation 
entre la cible et l'oligonucleotide T i6 . 

Exemple 4 

Dans cet exemple, on teste les proprietes 
20 de 1' oligonucleotides HIV conjugue a la flavine 
(SEQ ID NO : 10), en presence du duplex HIV forme par 
les SEQ ID NO : 6 et SEQ ID NO : 7. 

Dans ces conditions, 1' emission de 
fluorescence repr6sente 90 % de 1' emission initiale. II 
25 n'y a pas eu d' hybridation entre le conjugue Fl-HIV et 
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le duplex puisque la cible de HIV avait deja donne 
lieu a une hybridation. 

Les exemples 2 a 4 montrent ainsi que 
1' extinction de fluorescence est specif ique de la 
5 formation d' un duplex entre le conjugue 
oligonucleotide-flavine et 1'oligonucleotide complemen- 
taire pour les raisons suivantes : 

1) Une elevation de temperature, qui conduit a une 
destabilisation du duplex et a un deplacement 
10 de I'equilibre : double-brin-»simples brins 

fait remonter 1' intensite de fluorescence. II 
est a noter que la spectroscopie de 
fluorescence constitue done une bonne methode 
pour evaluer les constantes d' association a une 
temperature donnee. Une nouvelle baisse de 
temperature diminue a nouveau 1' intensite de 
fluorescence • 

2) L' addition d' un oligonucleotide non 
complementaire du conjugue ne conduit pas a une 
diminution de la fluorescence. 

3) l' addition d' un double brin, complementaire du 
conjugue a une solution de conjugue 
oligonucleotide-flavine dans des conditions qui 
oonduisent a la formation de triplex ne conduit 

2 5 pas a une extinction de fluorescence, comme il 

apparait dans l'exemple 4. 
4) Lorsque la cible est un ARN complementaire, on 
observe egalement une diminution de la 
fluorescence mais a un degre moindre. 

30 
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On peut encore noter que le doublet gg 
adjacent a la sequence An de 1' oligonucleotide 
SEQ ID NO : 1, qui ne participe pas a 1' appariement , 
n'est pas necessaire puisque des resultats identiques 
ont ete obtenus avec des oligonucleotides identiques a 
SEQ ID NO : 1, niais comportant a la place de gg, les 
sequences gc, eg et cc. 

Example 5 : 

Dans cet exemple, on etudie 1' influence de 
la presence de 1' oligonucleotide cible SEQ ID NO : la 
des concentrations allant jusqu'a 1,5 equivalent pour 
1 equivalent du conjugue T u -deazaf lavine 

(SEQ ID NO : 11) sur la fluorescence de la deazaflavine 
du conjugue. On opere dans les memes conditions que 
celles des exemples 2, 3 et 4 . 

La figure 1 illustre les resultats obtenus, 
soit 1' evolution de 1' intensite de fluorescence a 
452 nanometres en fonction du nombre d' equivalents de 
la cible poly A (SEQ ID NO : 1) - 

Exemple 6 

Dans cet ekemple, on effectue la. meme 
experience que dans 1' exemple 5, niais en utilisant 
comme conjugue le conjugue Tn-f lavine (SEQ ID NO : 8) . 

La figure 2 illustre les resultats obtenus, 
soit 1' intensite de fluorescence a 520 nanometres en 
fonction du nombre d' equivalents de la cible poly A 
(SEQ ID NO : 1) . 
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Une comparaison des figures 1 et 2 montre 
que les ecarts de fluorescence sent plus importantes 
avec la deazaflavine qui est de ce fait plus sensible . 



1C 



15 



20 



25 



30 



Exemple 7 : 

Dans cet exemple, on etudie la stability du 
complexe Tll -flavine (SEQ ID NO : 8) avec la 
SEQ id NO : 1 complementaire. On effectue des 
experiences de gel-retard et de mesure de la 
temperature de fusion Tm. On a ainsi pu montrer que la 
presence d' une flavine ou d' une deazaflavine en bout 
d'un oligonucleotide confere un important surcroit de 
stabilite au complexe que fait cet oligonucleotide avec 
1' oligonucleotide complementaire . 

Par exemple, a une concentration en NaCl de 
0,1 M, la sequence T u conduit a un complexe avec 
/'oligonucleotide SEQ ID NO : 1 avec un Tm de 23°C 
(37°C a 1 M NaCl), tandis que le conjugue Tn-flavine 
(SEQ ID NO : 8) donne avec SEQ ID NO : 1, un complexe 
avec un Tm de 28°C (42°C a 0,1 M NaCl). 

Des experiences de gel-retard montrent que 
la formation du duplex necessite des quantites beaucoup 
moins grandes de conjugue T u -flavine (SEQ ID NO : 8) 
que d' oligonucleotide T u sans flavine. 

On a trouve des resultats similaires avec 
le conjugue T 16 -flavine (SEQ ID NO : 9) et la cible 
(SEQ ID NO : 2) par rapport a T 16 sans flavine. 

L' etude des congugues d' oligonucleotides- 
flavines (SEQ ID NO : 8 et 9) revele une propriete tout 
a fait interessante de ces molecules : 
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- la presence de la flavine stabilise 1' association 
de ce conjugue avec 1' oligonucleotide 
complementaire, par un mecanisme encore mal 
corapris (liaisons hydrogene entre la flavine et 

. les bases nucleiques, stacking, ...) 

- cette association conduit a une diminution tres 
importante de la fluorescence (extinction dans 
certains cas) , 

- cette extinction de fluorescence est tres 
specif ique : elle ne se produit que lorsque le 
conjugue se trouve en presence de 
1' oligonucleotide complementaire, dans des 
conditions de formation du duplex. 

Exemple 8 : 

Dans cet exemple, on met en contact un 
conjugue forme d' un oligonucleotide de 20 meres et de 
flavine (SEQ ID NO : 12) : 

O 
II 

F1(CH2)6 — 0 — p — 0 — cccccaccac ttcccctctc 

i 

o" 

avec 1' oligonucleotide complementaire (SEQ ID NO : 13) : 

ctagcctgat gagaggggaa gtggtggggg agacatagcc 

en concentration croissante, dans les memes conditions 
que celles des exemples 2 a 4, et on mesure le spectre 
de fluorescence autour de 520 nanometres au 
spectrof luorimetre . 
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La longueur d'onde d< excitation est de 
446 nanometres et 1'e.ission maximale correspondant a 
la flavine est a 520 nanometres. 

On effectue la mesure instantanement , purs 
. f n -i s une concentration 

5 minutes apres, avec a chaque foxs une 

de la cible complementaire 
plus importante ae 

(SEQ ID NO : 13) . 

^ il lustre les spectres de 
La figure 3 lllusrre 

fl uoreseence obtenus sans I' oligonucleotide 

} complemented, puis avec 0,2, 0,4, 0,6, 

!,« equivalents de 1- oligonucleotide cc.pie.enta.re 

SEQ ID NO : 13. 

A partir d' une intensite inxtxale de 318 
hp la cible d' oligonucleotide 

1' absence de Hp 
5 complemented,, on observe une extrnctron de 
£1 uerescence d'un rapport 20 environ lorsgue q ue i on 
met en leger exces la cible complementary. 

L' extinction pent correspondre a drvers 
pr ooessus gui peuvent etre soit un transfert d' energie 
20 soit une extinction par collision ( « guencbmg 
co isionnel », , soit la formation de complexe 
CUii ^ n t hvbridation 

(« quenching statigue ») qui correspond a hyb 

SOnde "° ible - 1 - extinction par collision ou ,« guencbing 
25 collisionnel » intervient lorsgu' il , a collision , entre 
le compose fluorescent (flavine, et 1' oligonucleotide 

roi Tl est decrit par ia 
extincteur en concentrate ,Q! . II » 

!oi de Stern-Volmer qui correspond a eg 
suivante : 

I 0 /I = 1 + h q T 0 [Ql 

30 
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oil h q represente la constante d' extinction et x 0 est la 

duree de vie de fluorescence. 

La constante de Stern-Volmer est definie de 

la fagon suivante : 

K D = h q To- 

Dans ce cas, d'une part, la duree de vie 
devient x et I 0 /I = t 0 /t/ d' autre part la temperature a 
pour effet d'accroitre le phenomene, Kd augmente 
lorsque la temperature augmente. 

La figure 4 illustre devolution de I 0 /l et 
de tO/t, en fonction de [Q] . Lorsqu'on augmente la 
temperature, la pente de la droite augmente. 

Dans le cas d'une extinction par formation 
de complexe, c'est-a-dire dans le cas qui nous 
interesse, 1' hybridation sonde/cible, soit le 
« quenching statique », la loi de Stern-Volmer 
devient : 

I 0 /I = 1 + K s [Q] 



ou K s est la constante d' association . 

La figure 5 illustre 1' evolution de I 0 /I en 
fonction de [Q] . Dans ce cas f tO/t = 1 et la pente 
diminue lorsque la temperature augmente, ce qui est 
normal puisqu'un accroissement de temperature provoque 
une denaturation partielle du complexe, done le 
fluorophore qui etait eteint se trouve libere. 

Dans la plupart des cas, comme represente 
sur la figure 6, on trouve con jointement une action 
combinee de « quenching » statique et dynamique, ce qui 
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se traduit par une courbure positive vers l'axe y. La 
relation de Stern-Volmer doit etre ainsi modifiee : 

I 0 /I - 1 + (Kd + K s ) [Q] + K d K s [Ql 2 

Si l'on revient aux spectres de 
fluorescence illustres sur la figure 3, et que l'on 
trace la loi I 0 /I en fonction de [Q] a partir des 
spectres, on trouve de fait une courbure positive et 
non une droite, ce qui traduit la presence simultanee 
de « quenching » statique et dynamique, comme il 
apparait sur la figure 1. 

La figure 8 illustre la variation de K app en 
fonction de la concentration [Q] en equivalents a 
partir des resultats de la figure 3. 

On accroche a la cible un deuxieme 
fluorophore, non sujet au « quenching » et fortement 
decale en longueur d' onde de fluorescence par rapport 
au compose fluorescent. Ainsi, ce fluorophore pourra 
etre excite parallellement et revelera la presence 
effective du complexe d' hybridation. 

On peut utiliser en particulier un 
fluorochrome tel que CY 3 qui a une longueur d' onde 
d' excitation egale a 543,5 nanometres et une longueur 
i d'onde d' emission egale a 580 nanometres. II peut etre 
revele avec un scanner utilisant un laser HeNe vert de 
faible puissance (1 mW) tel qu'il est fait dans un 
systeme de lecture de biopuces . 

Ce double marquage, c'est-a-dire celui de 
0 1' oligonucleotide fixe sur la biopuce au moyen d' un 
premier compose fluorescent tel que la flavine, et 
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celui des cibles a determiner par un second compose 
fluorescent tels que CY 3 , possede des avantages 
indeniables par rapport a un simple marquage 

traditionnel . 

En effet, lors de 1' immobilisation des 
sondes sur la biopuce, la presence de flavine permet un 
controle de la qualite des sondes avant hybridation, en 
faisant une image totale de la puce de sorte que tous 
les sites possedant des sondes fluorescent. II y a 
alors possibility de cartographier les defauts de la 
puce, (image non homogene en intensite de 
fluorescence) ; il y a aussi possibility de profiter de 
la redondance en mettant le meme type de sonde sur 
plusieurs sites contigus. 

Lors de la phase d ' hybridation, on observe 
une diminution de fluorescence sur les sites concernes 
avec une lecture a 520 nanometres en excitant autour de 
400-4 50 nanometres. Une lecture de CY 3 permet alors de 
resoudre la non-specif icite puisque seuls les complexes 
hybrides possederont la cible CY 3 conj ointement a la 

decroissance de fluorescence. 

L'interet de plages de longueurs d'onde 
tres distinctes reside dans le fait que 1'excitaUon a 
400-450 nanometres ne fait quasiment pas fluorescer CY 3 
car on est tres loin de sa bande d' absorption 
(absorption maximale a 550 nanometres) . 

Un parametre interessant qui peut etre 
evalue est la duree de vie qui, on l'a vu, ne varie pas 
lors de la formation de complexes mais varie fortement 
dans le cas de « quenching » dynamique . On peut done 
facilement separer les deux phenomenes en competition : 
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le « quenching » collisionnel et la formation 
d« hybrides qui seule est interessante . 

On autre parametre qu'il convient de suivre 
est devolution de la fluorescence en fonction de la 
temperature. En effet, dans une "puce" tradit ionnelle, 
on lit la fluorescence a une temperature donnee. 
L' elevation de temperature a pour effet de "casser" les 
hybridations non-specif iques (denaturation) mais a 
aussi pour effet facheux de reduire la fluorescence du 
complexe (puisque le rendement quantique de 
fluorescence diminue lorsque la temperature augmente) . 
Dans le cas de « quenching » statique, on a vu que 
1- elevation de temperature restaure au contraire la 
fluorescence des complexes mal hybrides puisqu'il y a 
15 "liberation" du fluorophore incrimine. 

Ainsi, l'association judicieuse d'une 
lecture a 2 marqueurs (flavine + fluorophore 
traditionnel), controle en temperature, voire mesure de 
duree de vie, permet de suivre parfaitement la 
formation des hybrides et meme de calculer les 
differentes constantes (constante de Stern-Volmer, 
constante d' association, voire meme calcul des rayons 
des spheres d'action). 



20 
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REVENDICATIONS 

1. Support d' analyse comportant une 
pluralite d' oligonucleotides fixes sur ce support, 
caracterise en ce que chacun desdits oligonucleotides 
est marque par un compose fluorescent qui presente une 
variation de fluorescence lors de 1' hybridation de 
chaque oligonucleotide marque avec un oligonucleotide 
complementaire . 

2. Support selon la revendication 1, dans 
lequel la variation de fluorescence .consiste en une 
variation de 1' intensity de fluorescence, une variation 
de la constante de temps de la fluorescence, ou un 
decalage en longueur d f onde de la fluorescence. 

3. Support d' analyse selon la 
revendication 2, dans lequel le compose fluorescent 
presente une intensite de fluorescence attenuee par 
1 ' hybridation . 

4. Support selon la revendication 3 f dans 
lequel 1' attenuation represente 30 a 99 % de 
1' intensite de fluorescence avant 1' hydridation . 

5. Support selon la revendication 3 ou 4, 
dans lequel le compose fluorescent est choisi parmi la 
flavine, la deazaflavine et leurs derives. 

6. Support selon la revendication 5, dans 
lequel 1' oligonucleotide est marque par un groupe de 
formule — (CH 2 ) n — r1 dans laquelle n est nombre entier 
allant de 2 a 8 et R 1 represente un groupe repondant a 
1'une des formules suivantes : 



2805348 



10 



15 



25 





20 



(HI) 



7. Support selon la revendication 6, dans 

lequel n est 6. 

8 Precede de controle d'un support 

d' analyse comportant une pluralite ^oligonucleotides 
fixes sur ce support, caracterise en oe que les 
oligonucleotides fixes sont des oligonucleotides 
m arques par un compose fluorescent et en ce que 1 on 
localise et determine la quantite d^oligonucleotrdes 
fixes sur le support par m esure de la fluorescence du 

compose fluorescent. 

9. Precede selon la revendication 8, dans 

oA -Fluorescent est choisi parmi la 
lequel le compose fluorescent 

flavine, la deazaflavine et leurs derives. 

10 precede d' analyse de cibles biologiques 
par .ise en contact de oes cibles avec un support 
d' analyse comportant une pluralite 

et determination d' une (des) hybridation (s) entre 
cibles et oligonucleotides du support, caracterise en 
ce que 1'on utilise un support d' analyse selon 1'une 
q uelconque des revendications 1 a 7 , et en ce que 1' on 
determine les oligonucleotides du support qui ont donne 
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lieu a une hybridation par mesure de la fluorescence 
correspondant a chaque oligonucleotide du support avant 
et apres mise en contact du support avec les cibles. 

11. Procede selon la revendication 10, dans 
lequel on marque de plus les cibles par un second 
compose fluorescent dont la longueur d' onde d' emission 
est differente de celle du compose fluorescent des 
oligonucleotides, ou premier compose fluorescent, et 
1'on controle les oligonucleotides ayant donne lieu a 
une variation de fluorescence par mesure de la 
fluorescence de ce second compose. 

12. Procede selon la revendication 10 ou 
11, dans lequel le compose fluorescent des 
oligonucleotides du support, ou premier compose 
fluorescent, est choisi parmi la flavine, la 
deazaflavine et leurs derives, et le second compose 
fluorescent est choisi parmi les fluorophores stables 
decales vers le rouge par rapport a la flavine. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 12, dans lequel on mesure 
1' intensity de fluorescence du premier compose par 

spectrometrie . 

14. Procede selon la revendication 11, dans 

lequel le second compose fluorescent est le CY 3 dont la 
longueur d' onde d' excitation est de 543,5 nanometres et 
la longueur d' onde d' emission est de 580 nanometres. 

15. Procede selon la revendication 14, dans 
lequel on determine la presence de ce second compose 
avec un scanner utilisant un laser HeNe . 




I (520 nm) 
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